





分类号                    密级                




厦  门   大   学 





































MOLECULAR MECHANISMS STUDY OF THE 





博   士   后   姓   名 杨亚男 
流动站（一级学科）名称 环境科学与工程 
专  业（二级学科）名称 环境科学 
 
 
研究工作起始时间  2014  年 11 月 





























本研究报告属于：  1、保密（ ），  2、不保密（  ） 
纸本在        年解密后适用本授权书； 
电子版在   年解密后适用本授权书。 
   （请在以上相应括号内打“√”） 
 
 
作者签名：      日期：  年 月 日 




















阻滞是在 MI 前期，第二次是在 MI 中期。 
（2）添加 DHP 和 5-HT 后，实验组的 GVBD 率显著高于对照组。DHP 和 5-HT
对卵母细胞的成熟具有快速且明显的诱导作用。 
（3）体外合成的 sNPF的 3个小肽 sNPF1，sNPF2和 sNPF3对卵母细胞的GVBD
具有明显的抑制作用。当 GVBD 率较高时，sNPF 对卵母细胞的成熟几乎没有影响。
ELISA 检测 cAMP 浓度的结果表明，当卵母细胞 GVBD 率增高时，cAMP 的浓度
明显降低，高浓度的 cAMP 对卵母细胞的成熟可能具有抑制作用。此外，cAMP 信
号通路参与 sNPF 对卵母细胞成熟的抑制作用。这种作用方式可能是通过配体与细
胞表面的受体相结合，从而介导 cAMP 信号通路，抑制卵母细胞成熟。 
（4）MAPK 和 pMAPK 同时存在于未发生 GVBD 的卵巢中的滤泡细胞中，卵
巢中的卵母细胞中几乎检测不到。该实验表明 pMAPK 和卵母细胞 GVBD 可能没






















The present study explored the effect of hormone and neuropeptide on oocyte 
meiotic maturation, as well as the relative signaling pathway in Scylla paramamosain. 
The major results are as following: 
(1) The oocyte meiotic maturation of mud crab had to undergo twice retardation 
and recovery in meiosis, first time in prophase MI and another in metaphase MI. 
(2) The ratio of GVBD in treatment group was significantly higher than the control 
group after treated with DHP and 5-HT. DHP and 5-HT have fast and obvious induction 
on oocyte maturation. 
(3) Three synthetic small peptide of sNPF (sNPF1, sNPF2 and sNPF3) had 
significantly inhibiting effects on GVBD of oocytes. When the ratio of GVBD was 
relatively high, sNPF had barely impacts on oocyte maturation. The results of Elisa 
showed the concentration of cAMP decreased obviously when the ratio of oocyte 
GVBD increased. The high concentration of cAMP may cause the inhibition ofoocyte 
maturation. In addition, cAMP pathway may be involved in the inhibitory effect of 
sNPF on oocyte maturation. 
(4) In no occurrence GVBD ovary, both MAPK and pMAPK were detected in 
follicle cells while barely detectable in oocytes. The results indicated that pMAPK had 
no direct trigger GVBD in oocytes, and other pathways may make up for the 
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缩略词 英文全称 中文全称 
DHP 17α, 20β-Dihydroxyprogesterone 17α, 20β双羟孕酮 
5-HT 5-hydroxytryptamine 5-羟色胺 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 丝裂原激活的蛋白激酶
cAMP Cyclic adenosine monophosphate 环腺苷酸 
GVBD Germinal vesicle breakdown 生发泡破裂 
Da Dalton 道尔顿 
ddH2O Double distilled water 双蒸馏水 
EDTA Ethylene diamine teraacetic acid 乙二胺四乙酸 
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 
SDS-PAGE SDS-polyacrylamide gel electrophoresis SDS-聚丙稀铣胺凝胶电
泳 



































之一（Masui, 1996）。MAPK 信号通路通过上游的 Mos 使细胞周期停留在减数分裂
第二次阻滞中，发挥 CSF 功能（Sagata, 1989），并且 p90rsk 是 MAPK 发挥 CSF 功
能所需的唯一底物。MAPK 信号通路除了上述调控方式外，还可以与其他因子
cAMP（Sun et al., 1999a； Lu et al., 2001），PKC（Sun et al., 1999b）和蛋白磷酸酶























导卵母细胞的成熟（Anja and Angel, 2002）。此外，胰岛素及胰岛素类似的生长因
子1也可以诱导爪蟾的卵母细胞成熟（Anja and Angel, 2002）。在鱼类中，普遍认为
卵泡刺激素（follicle-stimulating hormone, FSH）、17α, 20β双羟孕酮（17α, 20β- 
Dihydroxyprogesterone, DHP）是促进卵母细胞最后成熟的激素（林浩然等，1999）。
在双壳类中，已有的研究表明5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）不仅可以促




（MPF）对 GVBD 的发生至关重要（杨增明等，2005）。MPF 的活性主要受其催化
亚基 p34cdc2和调节亚基 cyclinB的影响，而MPF接受丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、




核细胞中的 Ser/Thr 蛋白激酶，其活性依赖于 Thr 和 Tyr 两个位点的磷酸化。在卵
母细胞中，Mos-MAPKK-MAPK-p90rsk 级联信号系统主要由 Mos、MAPK 激酶
(MAPKK)、MAPK 和 p90ksr 组成，由前者依次将后者磷酸化而激活（霍立军等，
2004）。p90rsk 可以磷酸化 p34cdc2 的抑制性蛋白激酶 Mytl，从而降低了 Mytl 的活性，
促进了 MPF 的活化（杨增明等，2005；霍立军等，2004）。此外，MAPK 信号通
路还可以解除胞质型多核苷酸元件（CPE）对 cyclinB 翻译的屏蔽作用， MAPK 的
活性与 cyclinB 的合成在时间上一致（Hwoard et al., 1999）。当 MAPK 被激活后，
cyclinB 的 mRNA 翻译立即增加，这可能是由于其 mRNA 的翻译屏蔽被解除，该过
程依赖于其 3’端非转录区的 CPE。因此，在减数分裂过程中 MAPK 信号通路可以
通过抑制 p34cdc2 抑制激酶或促进 cyclinB 合成而影响 MPF 的活性，从而调控卵母
细胞成熟过程。 

















活腺苷酸环化酶（AC），催化 ATP 产生 cAMP，从而激活蛋白激酶 A（PKA），最
终通过蛋白质磷酸化激活 MPF。MPF 的活化分两个步骤，首先 p34cdc2 和 cyclinB
形成复合物，随着这种结合，p34cdc2 同时发生两种磷酸化：Thr14 和 Tyr15 残基被
激酶 weel 或 Myt1 磷酸化抑制 MPF 活性，而 Thr161 的磷酸化则是 MPF 活性所必
需的。最后，前 MPF 由磷酸酶 cdc25 将 Thr14 和 Tyr15 残基去磷酸化而活化成 MPF 









1998; Deguchi, 1996, 2011）。例如，哺乳动物卵母细胞内 cAMP 的降低对于成熟分
裂是必需的，但是无脊椎动物 cAMP 的升高反而有助于成熟分裂的恢复（Deguchi, 
2011）。 
 




滞发生 GVBD，卵母细胞继续分裂，直至于 MΙ 中期形成第二次阻滞，成为等待受
精的成熟的卵母细胞。当卵母细胞被精子或者 Ca2+刺激后，将恢复减数分裂，并排
出第二极体（Lindsay et al., 1992）。大量研究表明，卵母细胞的成熟与 MPF（p34cdc2
和 cyclinB）的表达相关，并且 MPF 几乎没有种属特异性（范衡宇等，2002），因
此MPF的表达与激活是甲壳动物卵母细胞成熟必需的。目前已在斑节对虾（Penaeus 

















中华绒螯蟹（Eriocheir sinensis）（Fang and Qiu, 2009）、拟穴青蟹（Scylla 
paramamosain）（Li et al., 2013）等甲壳动物中发现 cyclinB 基因与卵母细胞成熟发
育有关。另外，在拟穴青蟹中还发现了 p34cdc2 基因（Han et al., 2012）。然而，甲




分裂（LeAnn et al., 1994）。因此，有关甲壳动物卵母细胞减数分裂的第一次阻滞及
恢复的相关研究，GVBD 接受哪些信号通路调控等，这些重要问题都有待于阐明。
据报道，cAMP 可作为前列腺素 E2 的第二信使参与罗氏沼虾卵巢发育过程（Sagi A, 
1995）。MAPK 信号通路已在多种水生动物卵母细胞成熟过程具有重要调控作用
（Amparo et al., 1998; Tachibana et al., 2000; Kondoh et al., 2006）。目前，在甲壳动
物中关于 MAPK 及 cAMP 信号通路与卵母细胞减数分裂还未见报道，其是否在甲
壳动物中发挥调控作用至今尚不清楚。 
 
1.2 小分子神经肽 sNPF 研究进展 
神经肽是由神经系统合成、贮存并释放的多肽类活性物质，是多细胞生物体内
的重要化学信使。这些具有生物活性的神经肽来源于前体肽的翻译后修饰，参与很
多生物学过程，例如生长、生殖、代谢、变态等（Grimmelikhuijzen et al., 1996）。
现在已知道大部分神经肽是由寡肽（约 10 个氨基酸通过肽键形成的直链肽）或小
的蛋白质分子所构成（Hökfelt et al., 2000）。研究表明，一些寡肽（小分子神经肽）
作为上游因子对生殖具有重要的调控作用。例如，在脊椎动物中，促性腺激素释放
激素（GnRH）、促性腺激素抑制激素（GnIH）和亲吻素（kisspeptin）是生殖轴中
的关键因子（Tsutsui et al., 2000, 2010; Seminara et al., 2003）。在昆虫中，咽侧体抑
制素（AST）、促咽侧体素（allatotropin）、小分子神经肽 F（sNPF）、原肠肽（proctolin）



















泛存在于节肢动物门中（Nässel and Wegener, 2011）。目前有关sNPF 的研究主要
集中在昆虫纲中，最初发现sNPF 主要与摄食与消化有关，后来发现sNPF 还参与
了生殖调控（Cerstiaensa et al., 1999），而且调控途径较为复杂。已有的研究表明，
昆虫sNPF 的调控途径可以通过类胰岛素肽（Kaplan et al., 2008）和保幼激素间接
影响卵巢发育（Yamanaka et al., 2008; Kaneko and Hiruma, 2014），或者通过血淋巴
循环直接作用于卵巢（Lu and Pietrantonio, 2011），是一种重要的生殖调控因子。
近年来，通过转录组学、蛋白质组学等高通量测序的方法已从甲壳动物中发掘出多
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第二章 拟穴青蟹卵母细胞 GVBD 的观察及诱导 
本章主要探究拟穴青蟹卵母细胞减数分裂的体外诱导，卵母细胞是否存在减数









DHP，5-HT，石蜡购自 Sigma；sNPF1，sNPF2，sNPF3 在吉尔生化合成。 
 
2.1.2 实验仪器设备 
AB265-S 电子天平，Delta 320 pH 计 梅特勒-托利多仪器（上海）有限
公司 
BX51 多功能显微镜 Olympus 公司 
DHG-9076A 型电热恒温鼓风干燥箱 上海精宏实验设备有限公司 
冰箱 美的集团 
EG1150H 石蜡包埋机 Leica 公司 
HI1220 烘片机 Leica 公司 
HVE-50 全自动电子灭菌器 日本 Hirayama 公司 
HZ-9610K 冷冻震荡培养箱 太仓科教器材厂 

















Leica 荧光立体显微镜  Leica 公司 
微量移液器 Eppendof 公司 
超低温冰箱 Thermo 公司 
 
2.1.3 溶液配制 
1) 透明液：无水乙醇：甲醛：乙酸 = 30:30:1 
2) 蟹类生理盐水（1L）：NaCl 25.73 g，KCl 0.84 g，CaCl2 1.48 g，MgCl2 5.29 g，
NaSO4 3.27 g，Hepes 2.38 g，葡萄糖 1g，调 pH 至 7.4，双蒸水定容。 
3) Bouin 氏固定液：苦味酸饱和水溶液:甲醛:冰醋酸 = 75:25:5 mL。苦味酸饱和液
配方：将 1.5 g 苦味酸固体溶解在 100 mL 蒸馏水中。 
4) 苏木素染色液：苏木精 2 g，无水乙醇 100 mL，硫酸铝钾 2 g，蒸馏水 100 mL，
冰醋酸 10 mL，甘油 100 mL。 
5) 0.5%盐酸酒精分化液：将 1 mL 浓盐酸加入 199 mL 70%酒精中。 
6) 0.5%伊红乙醇溶液：称取伊红 Y 1 g，加少量蒸馏水溶解后，再滴加冰醋酸直
至浆糊状。以滤纸过滤，将滤渣在烘箱中烤干后，以 95%酒精 200 mL 溶解。 
7) DHP 储备液（100 nM）：DHP 0.2 mg，溶于 5.77 mL DMSO 中。 
8) 5-HT 储备液（1mM）：5-HT 1.76 mg，溶于 10 ml 双蒸水中。 
9) sNPF1 储备液（1 mM）：sNPF 1.07 mg，溶于 1 mL 双蒸水中。 
10) sNPF2 储备液（1 mM）：sNPF 1.12 mg，溶于 1 mL 双蒸水中。 
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    青蟹购自厦门第八菜市场，挑选健康、活性好、附肢完整的个体。 
（一）卵母细胞 GVBD 诱导（减数分裂第一次阻滞） 
1) 解剖卵巢发育处于成熟期的青蟹，取出卵巢； 
2) 卵巢置于预冷的透明液中，迅速摇晃，静置 2 min； 












2.2.2 卵母细胞 GVBD 的观察及 GVBD 率计算 
（一）卵母细胞 GVBD 的观察 
1) 将体外培养的卵母细胞置于预冷的透明液中，迅速摇晃，静置 2 min； 
2) 巴斯德管吸取透明液中的卵母细胞，显微镜下观察生发泡。 
（二）卵母细胞 GVBD 率计算 
GVBD 发生率＝（每次取样发生 GVBD 的细胞数/每次取样观察的细胞总数）
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